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AUC     area under the curve 
BAnz.     Bundesanzeiger 
BGBl.     Bundesgesetzblatt 
bzw.     beziehungsweise 
C. burnetii     Coxiella burnetii 
CBU     C. burnetii unit 
CCV     Coxiella-containing vacuole 
Com1     Coxiella outer membrane protein 1 
DNA     deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure 
ELISA     enzyme-linked immunosorbent assay 
et al.     et alii, und andere 
Ig     Immunglobulin 
IL     Interleukin 
IllD     illness dose, Erkrankungsrate 
InfD     infection dose, Infektionsdosis 
kDa     Kilodalton 
LCV     large cell variants 
LPS     Lipopolysaccharid 
ml     Milliliter 
nm     Nanometer, 10−9 Meter 
O-Antigen    Oberflächen-Antigen 
OD450     Optische Dichte bei 450 nm 
ORF     open reading frame 
PCR  polymerase chain reaction,  
Polymerasekettenreaktion 
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PV     Parasitophore Vakuole 
QFS     Q Fever Fatigue Syndrome 
RNA     ribonucleic acid, Ribonukleinsäure 
ROC     receiver operating characteristic 
SCV     small cell variants 
spp.     spezies pluralis 
StIKo Vet    Ständige Impfkommission Veterinärmedizin 
T4SS     Type IV Sekretionssystem 
TGF     transforming growth factor 
TierGesG     Tiergesundheitsgesetz 
TKrMeldpflV   Verordnung über meldepflichtige Tierkrankheiten 
TNF     Tumornekrosefaktor 
µm     Mikrometer, 10−6 Meter 
16S rRNA  Ribosomale Ribonukleinsäure mit einem  
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1 Einleitung 
Coxiella burnetii (C. burnetii) ist ein intrazelluläres Gram-negatives Bakterium, welches 
als Erreger des Q-Fiebers bei großen und kleinen Wiederkäuern jährlich regional 
begrenzte, doch weltweit auftretende Epidemien verursacht. Allein Neuseeland gilt 
als Q-Fieber-frei. Aufgrund seines hohen zoonotischen Potentials stellen insbesondere 
infizierte kleine Wiederkäuer eine Gefahr für den Menschen dar. Vor allem 
Berufsgruppen mit intensivem Tierkontakt sind häufiger von Q-Fieber-Erkrankungen 
betroffen. Dennoch stellt Q-Fieber in Deutschland sowohl in der Veterinär- als auch in 
der Humanmedizin eine stark unterdiagnostizierte und damit unterschätze 
Bedrohung dar. 
Während Tiere oftmals symptomlos erkranken, in Einzelfällen Reproduktions-
störungen, Aborte, lebensschwache Nachkommen und einen Leistungsabfall zeigen, 
wird beim Menschen zwischen akutem und chronischem Q-Fieber unterschieden. 
Eine akute humane Erkrankung äußert sich häufig mit grippeähnlichen Symptomen, 
typischem Stirnkopfschmerz und allgemeiner Abgeschlagenheit. Das seltenere, umso 
dramatischer verlaufende chronische Q-Fieber kann zu Hepatitiden, Enzephalitiden 
oder auch Peri- und Endokarditiden und bis zum Tod führen. 
Während bei vielen Wiederkäuergeburten C. burnetii nachgewiesen werden kann, 
weisen nur einige wenige dieser Fälle direkt mit Q-Fieber assoziierte klinische 
Anzeichen auf, was die klinische Diagnostik erschwert. Die direkte Erregerdiagnostik 
ist mit einem hohen Zeitaufwand hinsichtlich der Erregeranzucht verbunden und 
stellt damit keine Möglichkeit zum zügigen Eindämmen des Infektionsherds dar. Die 
indirekte serologische Diagnostik zeigt Lücken in ihrer Zuverlässigkeit, sodass eine 
schnelle Diagnosestellung erschwert wird und Bekämpfungsmaßnahmen 
beeinträchtigt werden.  
Die vorliegende Studie hatte deshalb das Ziel, das diagnostische Potential des 
Coxiella-eigenen Außenmembranproteins Com1 zu evaluieren und auf der Basis eines 
rekombinanten Proteins einen Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) zu 
entwickeln. Dieser in-house ELISA sollte mit validierten, kommerziell erhältlichen 
ELISAs auf Vollantigen-Basis verglichen werden. Der rekombinante Com1-ELISA 
sollte entsprechend optimiert und auf seine Praxistauglichkeit geprüft werden. 
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2 Literaturübersicht 
2.1 Geschichte und Taxonomie 
Das durch Coxiella burnetii ausgelöste Q-Fieber wurde 1937 vom australischen 
Pathologen Edward Holbrook Derrick das erste Mal beschrieben (DERRICK et al. 
1937). Fünf Jahre zuvor waren Schlachthofmitarbeiter in Brisbane an einer neuartigen 
Krankheit mit grippeähnlichen Symptomen erkrankt, welcher keiner der bisher 
bekannten Erreger zugeordnet werden konnte. Mehrfach misslangen Kultivierungs- 
und Isolierungsversuche. Die Anzucht des Erregers war schließlich in 
Meerschweinchen, denen Urin und Blut betroffener Patienten injiziert wurde, 
erfolgreich. Die Milzen der Nager wurden dem Mediziner Frank Macfarlane Burnet 
und der Bakteriologin und Biochemikerin Mavis Freeman vom Walter and Eliza Hall 
Institute of Medical Research in Melbourne zur Verfügung gestellt (DERRICK. 1937, 
BURNET und FREEMAN. 1937). Aus diesem Organmaterial konnten sie 1937 den 
Erreger isolieren und nannten ihn aufgrund der Morphologie sowie biochemischer 
Eigenschaften der Gattung Rickettsiales zugeordnet „Rickettsia burneti“ (BURNET und 
FREEMAN. 1937). Parallel gelang den Mikrobiologen Herald Rea Cox und Gordon 
Davis in den Rocky Mountain Labs die Isolation eines Erregers aus Zecken der Art 
Dermacentor andersoni sowie die Anzucht daraus in embryonierten Hühnereiern und 
Nagern (DAVIS et al. 1938, Cox. 1941). Das Isolat wurde nach dem Sammelort der 
Zecken im Nine Mile Creek in Montana, USA, als „Nine Mile Agent“ bezeichnet 
(MARRIE. 1990a). Cox schlug den Namen „Rickettsia diaporica“ vor (COX. 1939). Nach 
einem Laborbesuch des Direktors des National Institutes of Health Rolla Dyer bei Cox 
entwickelte dieser typische Eigenschaften des von Derrick beschriebenen Q-Fiebers 
(MARRIE. 1990a). Mittels der Isolation von Bakterien des „Nine Mile Agent“ aus Dyers 
Blut konnte eine Laborinfektion bestätigt werden. Durch die Symptomatik Dyers 
konnte nachgewiesen werden, dass das „Nine Mile Agent“ von Cox und Davis und 
der von Burnet und Freeman beschriebene Q-Fieber-Erreger „Rickettsia 
burneti“ identisch waren (MARRIE. 1990b). 
Aufgrund ähnlicher morphologischer Eigenschaften und dem Vorkommen in Zecken 
wurde „Rickettsia burneti“ der Ordnung Rickettsiales mit der Familie der Rickettsiaceae 
zugeordnet (BURNET und FREEMAN 1937). Mitte der 1940er Jahre stellte Cornelius 
Becker Philip, ein amerikanischer Entomologe Differenzen zwischen „Rickettsia 
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burneti“ und anderen Erregern der Ordnung Rickettsiales fest, weshalb er den Namen 
„Coxiella burneti“ vorschlug (PHILIP. 1948). Mit der Möglichkeit genomischer 
Analysen konnten große genetische Unterschiede auf der Basis der 16S ribosomale 
Ribonukleinsäure (rRNA) zwischen den Mitgliedern dieser Ordnung ausgemacht 
werden (STEIN et al. 1993). Somit wurde die gesamte Ordnung Rickettsiales 
umgestellt und C. burnetii, mittlerweile um ein zweites „-i“ als Schlussvokal ergänzt, 
schließlich in die neue Familie „Coxiellaceae“ innerhalb der Ordnung Legionellales 
eingeordnet (GARRITY et al. 2005). 
Heute wird C. burnetii der Domäne Bakterien, Stamm der Proteobacteria, Klasse der 
Gammaproteobacteria, Ordnung Legionellales, Familie Coxiellaceae und darin der 
Gattung Coxiella zugeordnet. Dabei bildete C. burnetii lange Zeit das einzige Mitglied 
der Gattung Coxiella. In den letzten Jahren wurden weitere genetisch mit C. burnetii 
stark verwandte Bakterien wie Coxiella cheraxi beim Australischen Flusskrebs oder 
Coxiella-like endosymbionts bei diversen Zeckenarten gefunden, welche der Gattung 
Coxiella zugeordnet werden können (TAN und OWENS 2000, ELLIMAN und 
OWENS 2020, ZHONG. 2012, DURON et al. 2015). 
2.2 Morphologie 
2.2.1 Biphasischer Lebenszyklus 
C. burnetii ist ein gramnegatives, pleomorphes, unbewegliches Stäbchen mit einer 
durchschnittlichen Größe von 0,4 bis 1 µm Länge und 0,2 bis 0,4 µm Durchmesser 
(MAURIN und RAOULT 1999). Dabei durchlebt C. burnetii einen biphasischen 
Lebenszyklus, welcher durch einen Wechsel zwischen einer sporenähnlichen 
Dauerform, small cell variants (SCV) genannt, und einer metabolisch und replikativ 
aktiven Form, large cell variants (LCV) genannt, geprägt ist (COLEMAN et al. 2004). 
Im elektronenmikroskopischen Bild stellen sich SCVs optisch dichter als LCVs dar: Das 
Chromatin kondensiert dabei innerhalb der verdickten Zellwände der rund 0,4 µm 
großen SCV stark (MCCAUL und WILLIAMS 1981, ELDIN et al. 2017). In den mit bis 
zu 1 µm Länge wesentlich größeren LCVs liegt das Chromatin körnig bis filamentös 
aufgelockert vor (MCCAUL und WILLIAMS 1981, ELDIN et al. 2017). Dabei wurden 
in den letzten Jahren einige Gene wie ΔrpoS (RNA polymerase sigma factor), pspC 
(phage shock protein C) und zwei csr-Gene (carbon storage regulator) ausgemacht, 
denen regulatorische Aufgaben bezüglich des Wechsels zwischen diesen Formen 
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zugeordnet werden konnten (MOORMEIER et al. 2019, SESHADRI und SAMUEL 
2001, SANDOZ et al. 2016). Insbesondere SCVs sind widerstandsfähig gegenüber 
Umwelteinflüssen wie UV-Licht, höherem osmotischen Druck, Hitze, Trockenheit 
oder diversen chemischen Einflüssen wie Desinfektionsmitteln und können unter 
guten Bedingungen mehrere Monate bis Jahre überdauern (ELDIN et al. 2017, 
GÜRTLER et al. 2014, BAUER et al. 2020). Somit können SCVs häufig außerhalb des 
Wirtes in der Umgebung wie in der Stallluft, dem Stallstaub, Wolle, im Boden oder 
nach längerer Anzucht im axenischen Medium gefunden werden, während LCVs sich 
hauptsächlich innerhalb von vitalen Zellen nachweisen lassen (ROEST et al. 2013, 
SANDOZ et al. 2014). 
2.2.2 Phasenvariation 
Neben der Abgrenzung der beiden Formen hinsichtlich ihres Metabolismus werden 
unabhängig davon zwei sich auf oberflächenspezifische, morphologisch-pathogene 
Differenzierungsmerkmale beziehende Phasen unterschieden. Den Kern dieser 
Unterscheidung bildet die Ausprägung des Lipopolysaccharids (LPS). Wie typischer 
Weise bei gramnegativen Bakterien ist das LPS von Coxiellen von außen nach innen 
aus Oberflächen-Antigen (O-Antigen), Core-Polysaccharid und dem Endotoxin Lipid 
A aufgebaut (BACA und PARETSKY 1974, BURTON et al. 1975). C. burnetii Phase I 
weist dabei ein vollständiges LPS mit O-Antigen und glatter Oberflächenstruktur auf 
(HACKSTADT et al. 1985, NARASAKI und TOMAN 2012). Einige Zuckermoleküle 
fehlen bei C. burnetii Phase II irreversibel, was zu einem unvollständigen, rauen LPS 
führt (TOMAN et al. 2009, ABNAVE et al. 2017). Ob dabei tatsächlich eine Gendeletion 
eine Rolle spielt, ist umstritten (DENISON et al. 2007). 
Grafik 1: Aufbau des Lipopolysaccharids von C. burnetii.  
Das O-Antigen von C. burnetii kann aus D-Mannose, D-Glukose, N-Acetyl-D-
Glukosamin und N-Acetyl-D-Galaktosamin bestehen, bei Phase I ist das 
Repertoire um Virenose, Dihydrohydroxystreptose und Galactosamin Uronyl-
α-(1,6)-Glucosamin ergänzt. Die äußere Region des Core-Polysaccharids enthält 
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D-Mannose und D-Glycero-D-Manno-Heptose, die innere Region zusätzlich 3-
Deoxy-D-Manno-Oct-2-Ulosonsäure. Das endotoxische Lipid A bildet den 
Anker des LPS zur äußeren Membran der Bakterien.  
Nach NARASAKI und TOMAN 2012 
Während C. burnetii Phase I aus natürlichen Quellen isoliert werden kann, entstehen 
Organismen, die der Phase II zugeordnet werden, über wiederholte Passagierung der 
Bakterien in embryonierten Hühnereiern, Zellkultur oder axenischem, zellfreiem, 
Medium (MAURIN und RAOULT 1999, ABNAVE et al. 2017, LUKÁČOVÁ et al. 1993, 
BACA et al. 1994). Während Bakterien der Phase I sich durch hochpathogene 
Eigenschaften auszeichnen, sind Erreger der Phase II durch den Teilverlust am LPS 
niederpathogen bzw. avirulent (HACKSTADT et al. 1985). Teilweise kann zwischen 
weiteren Phasen unterschieden werden, da während der Differenzierung von Phase I 
zu Phase II Übergangsstadien existieren (LUKÁČOVÁ et al. 1993, HOTTA et al. 2002). 
Aufgrund der leichten Verbreitungsmöglichkeiten, der hohen Pathogenität von C. 
burnetii Phase I, seiner aus humanmedizinischer Sicht mäßigen Morbiditätsraten sowie 
der mediokren Diagnostizierbarkeit wird C. burnetii Phase I als potenzielle Biowaffe 
eingestuft (MADARIAGA et al. 2003, TOMASO et al. 2003). Aus diesen Gründen sind 
Bakterien der Phase I unter den hohen Sicherheitsbedingungen der biologischen 
Schutzstufe 3 zu bearbeiten (SCOLA. 2002, MORI et al. 2017). Die niederpathogene 
Phase II von C. burnetii kann unter Sicherheitsmaßnahmen in Laboratorien der 
biologischen Schutzstufe 2 kultiviert werden (BASTOS et al. 2017). 
2.3 Pathogenese, intrazelluläre Nische 
C. burnetii wird über Aerosole übertragen. Während Schafe C. burnetii hauptsächlich 
über Kot freisetzen, steht bei Ziegen und Kühen eine intermittierende Ausscheidung 
vor allem über die Milch im Vordergrund (RODOLAKIS et al. 2007, 
RODOLAKIS. 2009). Um die Trächtigkeit herum kommt es bei allen drei 
Wiederkäuerspezies verstärkt auch zur Freisetzung über den Vaginalschleim 
(RODOLAKIS et al. 2007, BERRI et al. 2005). Die Ausscheidungsrate und -dauer ist 
dabei bei jedem Einzeltier sehr unterschiedlich. Für Ziegen wurden im 
Geburtszeitraum Konzentrationen von bis zu 1012 C. burnetii / ml Vaginalsekret 
ermittelt (ÁLVAREZ-ALONSO et al. 2018, CANEVARI et al. 2018). Große Mengen an 
Bakterien werden von infizierten Tieren insbesondere beim Geburtsvorgang bzw. 
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Abortgeschehen mit dem plazentaren Gewebe, Amnionflüssigkeit oder den 
nachfolgenden Lochien freigesetzt (STOKER und MARMION 1955). Dabei konnten in 
Studien teilweise Konzentrationen von 109 Bakterien / Gramm plazentarem Gewebe 
ermittelt werden (MAURIN und RAOULT 1999). Simulationen sowie Daten aus der 
vorwiegend humanmedizinischen Praxis zeigen, dass Menschen je nach Witterung im 
urbanen Raum innerhalb von 5 km einem besonders hohen Risiko ausgesetzt sind, im 
ländlichen Gebiet werden sogar 10 km überwunden (SCHIMMER et al. 2010, CLARK 
und SOARES MAGALHÃES 2018). Auch Staub, welcher aus getrocknetem 
Geburtsmaterial stammt oder während der Schur freigesetzt wird, ist hochinfektiös. 
Daneben wird einigen Zeckenarten eine Vektorkompetenz zugeschrieben 
(ÁLVAREZ-ALONSO et al. 2018, RICHARDUS et al. 1987, STOKER et al. 1955, KERSH 
et al. 2010, SCHULZ et al. 2005, KÖRNER et al. 2020). Es wurden auch 
Serokonversionen nach oraler Aufnahme von C. burnetii im Versuch mit Menschen 
beobachtet (BENSON et al. 1963). Diese Beobachtung ist von zentralem Interesse, da 
teils lebensfähige Coxiellen wiederholt in nicht-pasteurisierten Milchprodukten 
tierischen Ursprungs nachgewiesen wurde (DE SOUZA RIBEIRO MIONI et al. 2019, 
BARANDIKA et al. 2019). Inwieweit dies ein tatsächliches Erkrankungsrisiko für die 
Konsumenten darstellt, konnte bisher nicht abgeschätzt werden. Die Infektionsdosis 
(InfD50%), die ausreicht, um 50 % der Menschen via Aerosol zu infizieren, wurden 
über Simulationen mit 1,18 C. burnetii ermittelt. Die Dosis, bei der 50 % der Menschen 
so an Q-Fieber erkranken (IllD50%), wird mit 5,58 C. burnetii angegeben (BROOKE et 
al. 2013).  
Nachdem C. burnetii über die Atemluft in die unteren Atemwege transportiert wurde, 
phagozytieren typischer Weise Alveolarmakrophagen die Phase I-Organismen und 
disseminieren sie während der Bakteriämie über die Blutbahn (MAURIN und 
RAOULT 1999, ELDIN et al. 2017, BAUER et al. 2020). Auch dendritische Zellen 
können bei der Verbreitung der Bakterien im Körper eine Rolle spielen (FABRIK et al. 
2013, SHANNON et al. 2005). Während der Infektion konnten Unterschiede im 
Verhalten von C. burnetii Phase I und Phase II ausgemacht werden. Während Phase I-
Organismen zwar wesentlich langsamer aufgenommen werden und ihre intrazelluläre 
Nische etablieren können, werden Phase II-Bakterien schneller phagozytiert und im 
weiteren Verlauf effizienter eliminiert (CAPO et al. 1999). Da C. burnetii Phase I nicht 
an Opsonin C3b bindet, wird, im Gegensatz zu Bakterien mit rauem LPS, das 
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Komplementsystem durch sie nicht aktiviert (BACA et al. 1994, WISSEMAN et al. 
1967). Zudem kann das vollständige LPS im frühen Stadium der Infektion maskierend 
auf andere Oberflächenantigene der Bakterien wirken, welche damit dem 
Immunsystem entgehen (HACKSTADT. 1988). 
Als obligat intrazellulärer Erreger befindet sich C. burnetii in einer phagolysosom-
ähnlichen Vakuole, welche auch als Coxiella-containing vacuole (CCV) bezeichnet wird 
(OMSLAND et al. 2009, VOTH und HEINZEN 2007, NEWTON und ROY 2011). Nach 
der phagozytotischen Aufnahme der Bakterien insbesondere durch 
antigenpräsentierende Zellen wie Makrophagen oder dendritische Zellen bildet sich 
gesteuert durch Effektorproteine der Bakterien die parasitophore Vakuole (PV) 
(VOTH und HEINZEN 2007, MARTINEZ et al. 2016). Durch den sukzessiven 
Zusammenschluss dieser PV mit Autophagosomen und Lysosomen reift die CCV 
heran, wobei C. burnetii durch die Herstellung und den Export von Effektorproteinen 
über das Type IV secretion system (T4SS) der xenophagischen Degradation entgehen 
kann: Über die Hochregulation antiinflammatorischer Signalmoleküle wie dem 
Transforming growth factor (TGF) β1 oder Interleukinen (IL) wie IL-10 sowie der 
Herunterregulierung von entzündungsfördernden Zytokinen wie dem 
Tumornekrosefaktor (TNF) wirkt C. burnetii einer Immunantwort des Wirts entgegen 
(BENOIT et al. 2008, HOWE et al. 2010, GRAHAM et al. 2015). Zusätzlich inhibiert 
C. qburnetii die Apoptose der infizierten Zelle durch weitere Effektorproteine, welche 
auf verschiedenen Wegen dem programmierten extrinsischen wie intrinsischen 
Zelltod direkt entgegenwirken (MACDONALD et al. 2014, LÜHRMANN et al. 2010). 
Mittlerweile sind über 130 Effektorproteine bekannt, mit welchen C. burnetii über das 
T4SS die zunächst lebensfeindliche CCV zur intrazellulären Nische formt 
(MARTINEZ et al. 2016, GRAHAM et al. 2015, MOFFATT et al. 2015). Dabei sinkt der 
pH-Wert innerhalb der CCV auf rund 5 ab (MAURIN. 1992). Während andere 
Bakterien diesen widrigen Lebensraum größtenteils meiden, stellt die Azidifizierung 
für C. burnetii den Trigger zur „acid activation“, der Differenzierung zu sich 
replizierenden LCVs, dar (CHEN et al. 1990). 
C. burnetii weist einen starken Organtropismus auf. Dabei sind neben Lunge, Milz, 
Leber und Gehirn vornehmlich die Reproduktionsorgane betroffen (SANCHEZ et al. 
2006, BAUMGÄRTNER et al. 1993, ANDOH et al. 2003). Vornehmlich Trophoblasten 
sind die Zielzellen der Bakterien (SANCHEZ et al. 2006, ROEST et al. 2012). Weshalb 
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diese spezielle Affinität besteht, ist noch nicht vollständig aufgedeckt und Gegenstand 
aktueller Studien. 
Q-Fieber wird bei Tieren teilweise noch als Coxiellose bezeichnet. Der 
Krankheitsverlauf ist zwischen den einzelnen Tierarten verschiedenartig. Im Vergleich 
zwischen humanem Q-Fieber und animalen Erkrankungen lassen sich nur vereinzelt 




Den typischen Wirt für C. burnetii stellen kleine und große Hauswiederkäuer dar. Im 
Allgemeinen, vor allem aber bei nicht-trächtigen Tieren verläuft eine Infektion zumeist 
asymptomatisch und ein Ausscheiden von C. burnetii kann sowohl bei auffälligen als 
auch gesund gebärenden Tieren festgestellt werden (VAN DEN BROM et al. 2015a). 
So konnte sowohl im Feld als auch im Tierversuch mit Ziegen nur in einzelnen Fällen 
und erst bei höheren Infektionsdosen ein Anstieg der Körperinnentemperatur 
bestätigt werden. Aufgrund dessen wurde lange Zeit statt der Bezeichnung Q-Fieber 
der Name Coxiellose in der tiermedizinischen Diagnosestellung gewählt und teils 
heute noch genutzt (ROEST et al. 2012, ARRICAU BOUVERY et al. 2003). Mehrere 
Infektionsversuche deuten jedoch daraufhin, dass auch bei Tieren zwischen einem 
akuten und chronischen Geschehen unterschieden werden kann. 
Kleine Wiederkäuer, die sich im letzten Drittel der Trächtigkeit befinden, können Fehl- 
oder Frühgeburten mit lebensschwachen Lämmern und Zicklein werfen (SANCHEZ 
et al. 2006, MARTINOV et al. 1989). Der Anteil der davon betroffenen Tiere schwankt 
stark zwischen den Herden und wird mit 5 % bis 80 oder 90 % angegeben 
(ÁLVAREZ-ALONSO et al. 2018, PALMER et al. 1983, EIBACH et al. 2012). Als 
Begründung für diese Schwankungen kann die unterschiedlich ausgeprägte 
Pathogenität verschiedener Isolate angeführt werden. Auch eine Co-Infektion mit 
anderen Aborterregern ist möglich und kann zu schwereren Krankheitsverläufen 
führen (HAZLETT et al. 2013). Die abortierten Früchte erscheinen frisch bis 
geringgradig autolytisch (SANCHEZ et al. 2006, ROEST et al. 2012). Lebensschwache 
Zicklein können Hepatitiden oder Pneumonien aufweisen (MOORE et al. 1991). 
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Teilweise kann bei den betroffenen Muttertieren eine Plazentitis nachgewiesen werden 
(ÁLVAREZ-ALONSO et al. 2018). Dabei werden die Trophoblasten, die den direkten 
Kontakt zwischen maternalem und fetalem Plazentaanteil bilden nicht mit C. burnetii 
infiziert und somit in ihrer Funktion nicht beeinflusst, so dass der plazentare 
Nährstoff- und Gasaustausch gewährleistet bleibt (ROEST et al. 2012). Ergebnisse 
mehrjährig angelegter Studien zeigten, dass in der darauffolgenden 
Trächtigkeitsperiode kaum Reproduktionsstörungen beim kleinen Wiederkäuer zu 
verzeichnen waren (BERRI et al. 2002, DE CREMOUX et al. 2012a, BERRI et al. 2007). 
Neben den reproduktiven Aspekten konnten in Tierversuchen mit Ziegen und Schafen 
akute Krankheitssymptome wie Fieber, Abgeschlagenheit, erhöhter Speichelfluss, 
Rhinitis, Konjuktivitis und Tachypnoe hervorgerufen durch eine interstitielle 
Pneumonie ausgemacht werden, die in vergleichbar angelegten Infektionsversuchen 
jedoch nicht immer vollständig reproduziert werden konnten (SANCHEZ et al. 2006, 
ROEST et al. 2012, ARRICAU BOUVERY et al. 2003, MARTINOV et al. 1989). Mögliche 
Parallelen hinsichtlich der Symptome während einer akuten humanen Q-Fieber-
Erkrankung könnten damit jedoch gezogen werden. 
Bei Rindern verläuft eine Q-Fieber-Erkrankung ähnlich asymptomatisch bis 
subklinisch wie bei Schafen oder Ziegen. Im Infektionsversuch wurde auch bei 
Rindern ein fiebriges Geschehen, teils mit selbstlimitierender Pneumonie festgestellt 
(PLOMMET et al. 1973 nach AGERHOLM. 2013). Knapp 10 % der weiblichen Tiere 
zeigten in diesem Experiment ein Abortgeschehen. C. burnetii als Auslöser des Aborts 
zu definieren gelingt deshalb selbst bei hohen Ausscheidungsraten nicht immer. 
Zusätzlich treten auch bei Kühen Co-Infektionen mit anderen Aborterregern wie 
Chlamydia abortus, Neospora caninum oder Leptospira spp. auf (VIDAL et al. 2017, 
BOTTA et al. 2019). Auch bei Rindern stellt sich nach dem Abort teilweise eine 
hämorrhagische, nekrotisierende bis ödematöse Plazentitis ein, teils in Verbindung mit 
einer Vaskulitis (VIDAL et al. 2017, BOTTA et al. 2019, BILDFELL et al. 2000, HANSEN 
et al. 2011). Insgesamt sind die histologischen Veränderungen jedoch mild, was die 
geringen Raten an Fehlgeburten, Metritiden und nachfolgenden 
Reproduktionsstörungen erklären kann (HANSEN et al. 2011, MUSKENS et al. 2011). 
Nur in manchen Fällen kann eine Q-Fieber-assoziierte, subklinische Mastitis 
festgestellt werden (BARLOW et al. 2008). In einer einzelnen Studie konnte C. burnetii 
auch im Sperma von Bullen nachgewiesen werden (KRUSZEWSKA und TYLEWSKA-
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WIERZBANOWSKA 1997). Inwiefern dieser Weg der Übertragung dienen kann, 
wurde nicht abschließend geklärt. Ein amnio-oraler Infektionsweg ist beschrieben 
(AGERHOLM. 2013, VIDAL et al. 2017). Insgesamt wird von einer effizienten fetalen 
Immunantwort ausgegangen (SANCHEZ et al. 2006). Die Menge an ausgeschiedenen 
Coxiellen lässt keine Aussage über die Schwere der Erkrankung zu (ROEST et al. 2012). 
Aufgrund des uneinheitlichen, teils singulären Auftretens der vielfältigen 
Symptomkomplexe werden sie immer wieder in ihrem Kausalitätsbezug zu C. burnetii 
hinterfragt (AGERHOLM. 2013). 
All diese uneindeutigen, teilweise widersprüchlichen Hinweise auf eine C. burnetii-
Infektion führen dazu, dass Q-Fieber-Ausbrüche häufig unbemerkt bleiben. Hinzu 
kommt, dass C. burnetii in diagnostischen Proben wie Abortmaterial oder Ähnlichem 
mit Begleitflora wie Chlamydien auftritt und somit naheliegende 
Differentialdiagnosen als der Auslöser für die reproduktiven Störungen gesehen 
werden (BILDFELL et al. 2000). Dadurch kann sich C. burnetii weiterverbreiten und 
stellt für Mensch und Tier gleichermaßen eine Gefahr dar. 
2.4.2 Mensch 
Die Q-Fieber-Erkrankung beim Menschen kann in einen akuten sowie chronischen 
Verlauf unterschieden werden. Während bei akuten, sich meist selbstlimitierenden 
Fällen grippeähnliche Symptome wie Fieber, Schwindel und ein für Q-Fieber typischer 
Stirnkopfschmerz im Vordergrund stehen, sind chronische Verläufe, welche sich bei 
rund 5 % aus den akuten Fällen entwickeln, schwerer und zeigen sich häufig durch 
Endokarditiden, Enzephalitiden oder Hepatitiden (GÜRTLER et al. 2014, ELDIN und 
RAOULT 2016, RAOULT. 2012, KAMPSCHREUR et al. 2015, GREINER et al. 2018). Im 
späteren Verlauf kann das Q-Fieber-assoziierte chronische Erschöpfungssyndrom, 
auch Q Fever Fatigue Syndrome (QFS) genannt, beobachtet werden, welches in 
ähnlicher Ausprägung bei einigen weiteren Infektionskrankheiten auftreten kann 
(AYRES et al. 1998, RAOULT. 2017). Damit wird ein seit dem Auftreten des akuten Q-
Fiebers aufkommender Müdigkeitszustand bezeichnet (LÖSCHAU. 2008). Eine 
eindeutige und international einheitliche Definition des QFS fehlt jedoch bislang 
(MORROY et al. 2016). Sowohl während eines akuten als auch während eines 
chronischen Geschehens wurden Coxiella-assoziierte Todesfälle beschrieben 
(KAMPSCHREUR et al. 2014). 
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2.4.3 Therapie und Prophylaxe 
Die Bekanntmachung von Empfehlungen für hygienische Anforderungen an das 
Halten von Wiederkäuern stellt einen Leitfaden für die Therapie von Q-Fieber sowie 
der Prophylaxe animaler Infektionen mit C. burnetii (BAnz. AT 01.08.2014 B1). Im 
Vordergrund der Behandlung von Q-Fieber im tiermedizinischen Bereich steht der 
Schutz der Herde bzw. benachbarter Betriebe. Deshalb sollten im Falle eines Q-Fieber-
Ausbruchs die Lammungen / Kalbungen in abgeschlossenen Räumen stattfinden, die 
Nachgeburten zügig entfernt werden und bis zur Vernichtung sicher, ohne 
Freisetzung der Bakterien gelagert werden (BAUER et al. 2020, PLUMMER et al. 2018). 
Die Milch ist zu entsorgen oder mindestens zu pasteurisieren und der Dung als 
Festmist mehrere Monate zu lagern (EFSA, 2010). Im Versuch waren durch 
Selbsterhitzung nach rund drei Monaten keine lebenden Coxiellen mehr nachweisbar 
(VAN DEN BROM et al. 2015b). Jeder Fremdkontakt zu dem betroffenen Betrieb sollte 
ausgeschlossen werden. Eine antibiotische Behandlung von Schafen mit 
Oxytetracyclin war laut verschiedener Studien nicht erfolgreich (ASTOBIZA et al. 
2013). Bei Rindern konnte mit dem gleichen Wirkstoff eine Verminderung der 
Ausscheidungsrate erreicht werden (TRAUEL et al. 2012). 
Als effizienter erweist sich das Impfen. Seit 2010 ist für Rinder und Ziegen der 
inaktivierte Phase I-Impfstoff Coxevac von Ceva Santé Animale, Libourne, Frankreich, 
zugelassen. Mit ihm konnte im Feldversuch die Ausscheidung von C. burnetii bei 
Rindern und Ziegen gesenkt werden (ASTOBIZA et al. 2013, DE CREMOUX et al. 
2012b). Obwohl es keine Zulassung des Impfstoffs für Schafe gibt, kann auch bei ihnen 
durch Immunisierung eine Reduzierung der Bakterienlast erreicht werden (EIBACH 
et al. 2013). Die StIKo Vet empfiehlt daher, die Impfung auch bei Schafen anzuwenden 
(GANTER et al. 2018). 
Beim Menschen stehen bei der Therapie Antibiotika im Vordergrund. Insbesondere 
Doxycyclin, Hydroxychloroquin oder Erythromycin haben klinische Wirksamkeit 
gezeigt (RAOULT et al. 1999, RAOULT et al. 1990). Bei chronischen Verläufen in 
Verbindung mit Schädigung von Organen können chirurgische Eingriffe notwendig 
werden. In Australien ist seit 1989 ein ebenfalls inaktivierter Phase I-Impfstoff namens 
Q-Vax zugelassen, welcher als effizient bezeichnet wird (ACKLAND et al. 1994). 
Aufgrund diverser schwerwiegender Nebenwirkungen kommt er in Deutschland 
jedoch nicht zum Einsatz (FRIESECKE et al. 2017). 
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2.4.4 Epidemiologie 
Die Prävalenz von Q-Fieber in der Veterinärmedizin ist von der Tierart, der 
Herdengröße, den Haltungssystemen und den geografischen Regionen abhängig 
(GEORGIEV et al. 2013, WITTENBRINK et al. 1994, HILBERT et al. 2012). Zusätzlich 
treten in Untersuchungen sowohl zwischen den Jahreszeiten als auch zwischen den 
einzelnen Jahren Differenzen auf, wobei jedoch die Gründe für diese Unterschiede nur 
unzureichend bekannt sind (HILBERT et al. 2014). Darüber hinaus können die Daten 
durch die Nutzung unterschiedlicher serodiagnostischer Testsysteme nicht direkt 
miteinander verglichen werden. Da eine Q-Fieber-Erkrankung bei Wiederkäuern in 
Deutschland laut der aktuellen „Verordnung über meldepflichtige Tierkrankheiten“ in 
der Fassung der Bekanntmachung vom 11. Februar 2011 (BGBl. I S. 252), zuletzt 
geändert durch Artikel 1 der Verordnung vom 8. Juli 2020 (BGBl. I S. 1604) 
(TKrMeldpflV) als meldepflichtig gilt und mit der derzeit gültigen Version des 
„Gesetzes zur Vorbeugung vor und Bekämpfung von 
Tierseuchen“ Tiergesundheitsgesetz in der Fassung der Bekanntmachung vom 21. 
November 2018 (BGBl. I S. 1938), zuletzt geändert durch Artikel 100 des Gesetzes vom 
20. November 2019 (BGBl. I S. 1626) (TierGesG) die Verbreitung von Coxiellen-
Infektionen verhindert werden soll, liegen jährliche Daten zur Auswertung der 
Prävalenz beim Tier vor. In Deutschland wurden zwischen 2012 und 2018 jährlich etwa 
150 bis 300 Fälle bei landwirtschaftlich genutzten Wiederkäuern gemeldet (FLI. 2017, 
FLI. 2018, FLI. 2019). Dabei entfällt der Großteil der Fälle auf Rinder, die Prävalenzen 
und Inzidenzen variieren jedoch auf regionaler Ebene stark. Während die 
Seroprävalenzen in Thüringen bei Rindern 10 % und bei Schafen 28 % betrugen, 
ergaben Studien in Niedersachsen Seroprävalenzen von 2,7 % bei Schafen, wobei 
wandernde Schafherden Herdenprävalenzen von bis zu 48 % aufwiesen (HILBERT et 
al. 2012, RUNGE et al. 2012). Die Prävalenz des Q-Fiebers bei Nutztieren ist in fast 
allen europäischen Ländern ausgesprochen hoch. Beispielsweise wurden in den 
Niederlanden Seroprävalenzen von 82 % bei Rindern und 31 % bis 79 % bei 
Schafherden gemeldet (VAN ENGELEN et al. 2014, SCHIMMER et al. 2014). In 
Dänemark wurden 79 % der Rinderherden als seropositiv befundet (AGGER und 
PAUL 2014). Eine polnische Studie ergab eine Seroprävalenz von 25 % bei 
Milchviehherden (SZYMANSKA-CZERWINSKA et al. 2019). In Nordwestitalien 
wurden bei 39 % bzw. 20 % der Schaf- und Ziegenbestände Antikörper gegen 
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C. burnetii nachgewiesen (RIZZO et al. 2016). Die Seroprävalenz von Q-Fieber variiert 
von Land zu Land stark.  
Auch die humanen Seroprävalenzen driften je nach Land und Region auseinander. 
Einer der größten Ausbrüche der zurückliegenden Jahre wurde zwischen 2007 und 
2010 in den Niederlanden nachgewiesen (DELSING und KULLBERG 2008). Über 4000 
humane Fälle wurden gemeldet (DELSING et al. 2010). Als Ausgangspunkt konnte 
eine Ziegenherde mit Aborten ausgemacht werden, von welcher C. burnetii während 
der Gebärsaison stark in die Umgebung verteilt wurde (VAN DER HOEK et al. 2010). 
Durch diesen langandauernden und gleichzeitig großen Ausbruch konnten einige 
Daten zum epidemiologischen Verlauf gesammelt werden. In dem am stärksten 
betroffenen Gebiet, in welchem ein Viertel aller humanen Fälle gemeldet wurden, lag 
die Seroprävalenz der dortigen Bewohner zum Ende des Geschehens bei 12,2 % 
(HOGEMA et al. 2012). 
2.5 Diagnostik 
Der direkte Nachweis von C. burnetii kann durch mikrobiologische oder 
molekularbiologische Verfahren erfolgen. Die Kultivierung ist jedoch schwierig, 
zeitaufwendig und erforderte bis vor wenigen Jahren aufgrund des obligat 
intrazellulären Wachstums von C. burnetii die Zellkultur (MORI et al. 2017). 
Wenngleich mittlerweile die Anzucht auch in axenischem, zellfreiem Medium möglich 
ist, benötigt die Kultivierung aus erregerhaltigem Material wie Abortprodukten oder 
Milch zur Bestätigung einer Q-Fieber-Erkrankung mehrere Tage (OMSLAND et al. 
2009, OMSLAND et al. 2011). Um die Infektion mit C. burnetii molekularbiologisch zu 
verifizieren, wird insbesondere die real-time polymerase chain reaction (PCR) 
eingesetzt. Dabei wird beispielsweise Material von Tupfern der Vaginalschleimhaut 
oder Plazentaproben sowie Milch qualitativ auf das repetitive Transposase-Element 
IS1111 oder quantitativ mithilfe des single-copy Gens der Isocitratedehydrogenase icd 
untersucht (KLEE et al. 2006). In der Veterinärmedizin werden in der 
Routinediagnostik und zum Screening indirekte Diagnoseverfahren wie Enzyme-
linked Immunosorbent Assays (ELISA) eingesetzt. Für diese kommerziell erhältlichen 
ELISAs wurden unterschiedliche, teils unbefriedigende Sensitivitäten und 
Spezifitäten beschrieben (KITTELBERGER et al. 2009, HORIGAN et al. 2011, 
BÖTTCHER et al. 2011, STEPHEN et al. 2017). Ein ähnliches Bild ergibt sich bei der 
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humanmedizinischen Serodiagnostik auf ELISA-Basis (KANTSO et al. 2012, MEDIC 
et al. 2012, MEEKELENKAMP et al. 2012, HERREMANS et al. 2013). 
Durch diese diagnostische Lücke können seronegative Ausscheider in den Herden 
verbleiben und die Zirkulation von C. burnetii innerhalb der Herde dauert an, womit 
auch die Gefahr der Übertragung nach außen steigt. Kommerzielle ELISAs, die in der 
Q-Fieber-Diagnostik eingesetzt werden, basieren derzeit auf Vollzelllysaten 
verschiedener C. burnetii-Stämme. Während der IDEXX Q Fever Ab Test den 
ursprünglich aus Zecken isolierten C. burnetii Stamm Nine Mile Phase I verwendet, 
basieren der IDvet ID Screen® Q Fever Indirect Multi-species auf einem französischen 
Rinderisolat und der PrioCHECK™ Q Fever Ab Plate Kit für Wiederkäuer auf einem 
ebenfalls französischen, jedoch ovinen Isolat der Phasen I und II (KLEMMER. 2019, 
MEREDITH et al. 2015). Zusätzlich zu den Defiziten bei der Spezifität kann dieser 
Parameter der Testsysteme durch Kreuzreaktionen mit anderen Pathogenen negativ 
beeinflusst werden (LA SCOLA und RAOULT 1996, MUSSO und RAOULT 1997, 
LUKACOVA et al. 1999, GRAHAM et al. 2000, ROTHOVA et al. 1998). Da 
Vollzellantigene hochkonservierte Proteine wie zum Beispiel konstitutiv exprimierte 
housekeeping Proteine enthalten, kann die Spezifität durch Kreuzreaktionen mit 
anderen Pathogenen wie Chlamydia spp. beeinträchtigt werden (LUKACOVA et al. 
1999, GERLACH et al. 2017). 
2.6 Immunogene Proteine, Com1 
Als immunogene Proteine werden Eiweiße angesehen, welche aufgrund ihrer 
Eigenschaften eine wirtsseitige Immunantwort auslösen können. Diese immunogenen 
Proteine können als serologische Marker eingesetzt werden und somit die Grundlage 
spezifischerer Diagnostika bilden. Die Suche nach C. burnetii-spezifischen 
serologischen Markern ist in den letzten Jahren erheblich intensiviert worden 
(SKULTETY et al. 2011). Insbesondere wurden Chaperone wie das Hitzeschockprotein 
GroEL, das Außenmembran-Chaperon OmpH und das Coxiella-
Außenmembranprotein Com1, das Peptidyl-Prolyl cis-trans-Isomerase Mip sowie das 
Oberflächenprotein YbgF als potenzielle spezifisch-immunogene Proteine von 
C. burnetii identifiziert (XIONG et al. 2012, SEKEYOVA et al. 2009, WANG et al. 2013, 
QI et al. 2013). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass einzelne rekombinante 
Proteine eine hohe Reaktivität mit Seren von Patienten mit akutem, länger 
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bestehendem Q-Fieber zeigen (XIONG et al. 2012). In dieser Studie wies Com1 
(Coxiella outer membrane protein 1; C. burnetii unit [CBU] 1910) Sensitivitäten in 
Versuchen mit menschlichen Seren akuter Q-Fieber-Fälle in der frühen Phase von 12 %, 
mit akutem Q-Fieber der späten Phase von 52 %, und für rekonvaleszente Patienten 
von 50 % bei einer Spezifität von jeweils 100 % auf. Auch das diagnostische Potential 
einzelner Proteine wurde untersucht (XIONG et al. 2012). Jüngst wurde wiederholt 
gezeigt, dass ein rekombinantes Com1-Protein, welches als Antigen in einem ELISA 
eingesetzt wird, mit Humanseren zu einer akzeptablen Testleistung mit Spezifitäten 
von etwa 90 % führen kann (BEARE et al. 2008, VRANAKIS et al. 2019). Com1 
katalysiert als Chaperon die Bildung von Disulfidbindungen in extrazellulären 
Proteinen des Zytoplasmas und gilt als erstes Oberflächenprotein, welches von Seren 
akuter sowie chronischer Q-Fieber-Patienten erkannt wurde (HENDRIX et al. 1993). 
Grafik 2: Struktur des C. burnetii Außenmembranproteins Com1. 
Dargestellt sind die Primär- und Sekundärstruktur des rund 27 Kilodalton (kDa) 
großen Proteins. Die Primärstruktur wird im internationalen 
Dreibuchstabencode dargestellt. Um die Sekundärstruktur darzulegen, 
kennzeichnen lilafarbene Röhren α-Helices, gelbe Pfeile stellen β-Stränge dar, 
blaue Pfeile bzw. Bögen weisen Drehungen aus, graue Linien veranschaulichen 
Knäule. 
Wie erwähnt ziehen die Defizite der diagnostischen Spezifitäten immer wieder den 
Verbleib von Tieren nach sich, welche zwar serologisch negativ sind, real jedoch 
Coxiellen ausscheiden. Diese Tiere stellen eine große Gefahr für die humane wie 
tierische Gesundheit dar. Es liegt auf der Hand, dass eine schnelle und zuverlässige 
Diagnose von positiven, möglicherweise ausscheidenden Tieren für jegliches 
Kontrollprogramm von grundlegender Bedeutung ist. Womöglich würde sich die 
Effizienz der Serodiagnostik durch einen auf rekombinantem immunogenen Protein 
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basierenden ELISA im Vergleich zu den herkömmlichen Vollzellantigen-ELISAs 
verbessern. Daher sollte in dieser Arbeit das diagnostische Potential eines Com1-
Proteins evaluiert werden, welches als Antigen in einem in-house Q-Fieber-ELISA für 
Wiederkäuern verwendet werden sollte. In Zukunft können diese Daten die 
Herstellung eines indirekten oder direkten pen-side Tests oder Test ähnliche Formate 
für den Erregernachweis ermöglichen. 
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3 Publikation 
3.1 Stellungnahme zum Eigenanteil an der Arbeit zur Publikation 
 
„Evaluation of the Diagnostic Potential of Recombinant Coxiella burnetii Com1 in an 
ELISA for the Diagnosis of Q Fever in Sheep, Goats and Cattle“ 
Stellfeld M, Gerlach C, Richter IG, Miethe P, Fahlbusch D, Polley B, Sting R, Pfeffer M, 
Neubauer H, Mertens-Scholz K. Microorganisms. 2020 ;8(8):1235. 
 
Die Laborarbeiten zur vorliegenden Studie wurden am Friedrich-Loeffler-Institut Jena 
unter der Betreuung von Frau Dr. Mertens-Scholz durchgeführt. Sie war an der 
Konzeption der Studie maßgeblich beteiligt.  
Die molekulargenetischen Methoden (PCR, Klonierung, Expression, Aufreinigung, SDS-
PAGE, Western Blotting, Coomassie-Färbung, jeweils inklusive Pufferherstellung, 
Aufkonzentration sowie Konzentrationsmessung) als auch die Entwicklung, Herstellung, 
Anpassung, Verbesserung und Messung des beschriebenen rekombinanten 
Com1-ELISAs führte ich eigenständig aus. Frau Dr. Gerlach erhob im Vorhinein die 
Daten zum Q-Fieber-Status der Seren mit den genannten kommerziellen Testkits. Die von 
mir ermittelten Ergebnisse des rekombinanten Com1-ELISAs wertete ich selbstständig 
aus. Die Berechnung der statistischen Parameter erarbeitete ich mir eigenständig und 
führte sie ausnahmslos selbstständig durch. 
Die Literaturrecherche führte ich eigenständig durch und verfasste den Entwurf der 
Veröffentlichung selbstständig. Bei der Visualisierung in Table 2 sowie Appendix A 
erhielt ich Unterstützung durch Frau Dr. Mertens-Scholz und Herrn Prof. Pfeffer. Beide 
halfen gemeinsam mit Herrn Prof. Neubauer beim Konzipieren der Einleitung sowie 
dem Formulieren von Diskussion und Zusammenfassung. 
Bei der Revision und Fertigstellung der Publikation unterstützten die Co-Autoren. 
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4 Diskussion 
Q-Fieber stellt in Deutschland eine stark unterdiagnostizierte und damit unterschätzte 
Bedrohung dar. Gerade Tierhaltungen in direkter Nähe zum urbanen Gebiet bergen 
ein hohes Risiko für die animale wie die humane Gesundheit hinsichtlich einer 
Coxiellen-Infektion (GILSDORF et al. 2008). Dabei kann wegen häufig fehlender Klinik 
bei den Hauswiederkäuern keine entsprechende Verdachtsdiagnose gestellt werden. 
Auch direkte Nachweismethoden für den Erreger eignen sich somit nicht, um bei der 
Eindämmung von Q-Fieber-Infektionen zu unterstützen. Einen Ansatz bieten 
serologische Tests, welche mit immunogenen Coxiella-Proteinen beschichtet sind, bzw. 
direkte Assays mit monoklonalen Antikörpern, welche gegen die immunogenen 
Proteine gerichtet sind. Insbesondere oberflächen-exponierte äußere 
Membranproteine wie Com1 könnten vielversprechende Kandidaten für neue 
Diagnostika sein. Frühere Studien zeigten, dass C. burnetii Com1 eine Immunantwort 
bei Menschen, Mäusen und Meerschweinchen hervorrufen kann (XIONG et al. 2012, 
DERINGER et al. 2011). In der vorliegenden Studie wurde darauf aufbauend die 
Qualität der diagnostischen Leistung eines selbst hergestellten rekombinanten 
Com1-Proteins, das in einem Prototyp-ELISA verwendet wurde, anhand von 
Q-Fieber-positiven und -negativen Feldseren von Wiederkäuern bestimmt. 
In die Studie wurden insgesamt 404 Seren von Schafen (n=111), Ziegen (n=100) und 
Rindern (n=193) einbezogen. Für jede Tierart wurden spezifische Cut-off-Werte 
festgelegt (KIM et al. 1984). Diese wurden bei der binären Klassifikation in positive 
und negative Resultate für Schafe bei 0,32, für Ziegen bei 0,22 und für Rinder bei 0,181 
festgesetzt. Dabei ist festzuhalten, dass die statistischen Parameter direkt von der Wahl 
des Cut-off-Werts abhängig sind. Ein höherer Cut-off-Wert zieht eine höhere Spezifität, 
im Gegenzug jedoch eine verringerte Sensitivität nach sich (HABIBZADEH et al. 2016). 
Die vorliegenden Cut-off-Werte wurden so gewählt, dass sowohl Sensitivität als auch 
Spezifität ausgewogen sind und der ELISA mit den tierartspezifischen Cut-off-Werten 
auch unter Feldbedingungen eingesetzt werden kann. Für die einzelnen Tierarten 
ergaben sich Sensitivitäten von 84 % für Schafseren, von 90 % für Ziegenseren und von 
71 % für Rinderseren. Als Spezifitäten wurden für Schafe 67 %, für Ziegen 76 % und 
für Rinder 70 % errechnet. Die Ergebnisse führen unter Einbezug der 
speziesspezifischen Cut-off-Werte zu einer Gesamtsensitivität und -spezifität von 77 % 
bzw. 72 %. Die hohe Zahl an einbezogenen Rinderseren, welche im Vergleich zu denen 
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der kleinen Wiederkäuer schlechtere Testparameter aufweisen, lässt die Werte der 
Gesamtsensitivität und -spezifität sinken. Die niedrigen OD450-Werte einiger positiver 
Seren lassen sich dadurch erklären, dass nicht jedes Tier Antikörper gegen C. burnetii 
Com1 entwickelt hat. Auch eine unterschiedlich starke Immunantwort, verursacht 
durch das Auftreten verschiedener Stämme und regionaler Isolate von C. burnetii ist 
nicht auszuschließen und könnte zu den unterschiedlich hohen Cut-off-Werten sowie 
statistischen Parametern führen (SEKEYOVA et al. 1996, SEKEYOVÁ und 
KOVÁCOVÁ. 2006). 
Die ermittelten Daten zeigen eine große Variationsbreite zwischen den minimalen und 
maximalen OD450-Werten innerhalb einer Tierart. Die niedrigsten und höchsten 
einbezogenen OD450-Werte für Schafseren betrugen 0,099 und 2,225 und führen damit 
zu einer Differenz von 2,15. Die Margen waren bei Ziegenseren (1,49) niedriger und 
bei Rinderseren (0,49) am niedrigsten. Die Ergebnisse lassen sich umso genauer 
einstufen, je größer die Verteilung zwischen den OD450-Werten ist.  Dies lässt sich 
tendenziell auch an den jeweiligen ROC-Kurven ablesen. Je näher die ermittelte Kurve 
der jeweils betrachteten Tierart im „Sensitivität-Falsch positiv Rate-Diagramm“ an der 
Diagrammdiagonalen liegt, desto mehr ähneln die Ergebnisse einem stochastischen 
Prozess. Ist ihr Verlauf jedoch zunächst ausgeprägt in Richtung (0;1) parallel zur 
Ordinatenachse, später parallel zur Abszisse in Richtung (1;1) ist die ROC-Kurve ideal 
und deutet auf eine eindeutige Diskrimination zwischen positiven und negativen 
Seren mittels des Tests hin (HOSMER et al. 2005, FAWCETT. 2004). Um dieses 
Merkmal der einzelnen Kurven mathematisch besser vergleichen zu können, wird das 
Integral, auch Area under the curve (AUC) genannt, genutzt (HOSMER et al. 2005). 
Dieses lässt sich als Qualitätsmaß einsetzen, wobei ein Wert von „0,5“ der niedrigsten, 
ein Wert von „1“ der höchsten Qualität entspricht. HOSMER et al. (2005) definierten 
dafür folgende Unterscheidungen: Bei einem bestmöglichen AUC von ≥ 0,9 ist eine 
hervorragende Unterscheidung („outstanding discrimination“) möglich. Liegt das 
AUC zwischen 0,8 und ≤ 0,9 wird von einer akzeptablen Unterscheidung („excellent 
discrimination“) ausgegangen. AUC-Ergebnisse zwischen 0,7 und ≤ 0,8 werden als 
akzeptable Unterscheidung („acceptable discrimination“) bewertet. Liegen die Werte 
darunter wird die Unterscheidung von HOSMER et al. (2005) als schlecht („poor 
discrimination“) bzw. bei AUC = 0,5 als nicht vorhanden („no discrimination“) 
beurteilt. Während für Ziegenseren eine hervorragende Unterscheidung (0,91) erreicht 
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wurde, zeigten Schafseren eine ausgezeichnete Unterscheidung (0,82). Bei Seren von 
Rindern wurde eine akzeptable Unterscheidung (0,75) erzielt. Mathematisch gesehen 
sind die Gründe dafür in der großen (Schafe) bzw. kleinen (Rinder) Variationsbreite 
der OD450-Werte zu suchen. Serologisch könnte dies durch eine vermutlich 
speziesabhängige Immunantwort oder den individuellen Immunstatus der einzelnen 
Tiere auf C. burnetii und insbesondere auf dessen Oberflächenproteine verursacht 
werden. Dies führt zu der Schlussfolgerung, dass zwischen den Wiederkäuerspezies 
und sogar zwischen einzelnen Tieren unterschiedliche Immunreaktionen auf 
C. burnetii Com1 auftreten können (AMMERDORFFER et al. 2017, SOBOTTA et al. 
2017). Immunologische Besonderheiten verschiedener Wiederkäuerrassen könnten ein 
weiterer einzubeziehender Faktor sein. Da die einzelnen Rassen der Tiere, deren Seren 
in diese Studie einbezogen wurden, jedoch unbekannt sind, kann diese These nicht 
hinreichend ausgewertet werden. Auch unterschiedlich ausgeprägte immunologische 
Reaktionen auf die verschiedenen im Feld vorkommenden C. burnetii-Stämme können 
Begründungen für die heterogenen AUC-Werte sein (SEKEYOVÁ und KOVÁCOVÁ. 
2006). 
Die hier berechneten Sensitivitäten für den rekombinanten Com1-ELISA mit Seren von 
Schafen, Ziegen und Rindern schwankten zwischen 71 % und 94 %. Die Spezifitäten 
liegen zwischen 68 % und 77 %. Diese Werte korrespondieren mit bereits zuvor 
gemessenen Sensitivitäten und Spezifitäten in Studien mit humanen Seren. 
SEKEYOVA et al. (2010) untersuchten das serodiagnostische Potential von Com1 als 
Antigen im rekombinanten ELISA unter Verwendung von Seren von Patienten, die an 
Q-Fieber-assoziierter Endokarditis litten. Dabei suchten sie mittels immun- und 
biochemischer Methoden nach immunreaktiven Proteinen. Für das Com1-Protein 
selbst ergab sich mit Seren akuter sowie chronischer Q-Fieber-Fälle im ELISA eine 
Sensitivität von 47 % und eine Spezifität von 71 %, wobei die Sensitivität für 
chronische Fälle, welche eine Endokarditis aufwiesen, mit 55 % mehr als 
17 Prozentpunkte über der Sensitivität für Seren akuter Fälle lag. BEARE et al. (2008) 
suchten mithilfe eines Protein-Microarrays sowie eines angeschlossenen in-house 
ELISAs Proteine, welche Kandidaten für die Serodiagnostik darstellen könnten. 
Anhand von Seren humaner Patienten mit akutem oder chronischem Q-Fieber sowie 
geimpften und naiven Probanden schätzten sie das Potential unterschiedlicher 
Proteine ab, wobei die Seren mit über 50 rekombinant hergestellten Proteinen 
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reagierten. Im nachfolgenden ELISA ermittelten sie für Com1 eine Sensitivität von     
50 % und eine Spezifität von 90 % für Seren von akut und chronisch Q-Fieber-
Erkrankten. Erst vor Kurzem entwickelten VRANAKIS et al. (2019) einen in-house 
ELISA auf der Basis eines rekombinant hergestellten Com1-Proteins mit einer 
Sensitivität von 92,9 % und einer Spezifität von 92,4 % für Seren von Patienten mit 
chronischem Q-Fieber. Dieser experimentelle ELISA ist dem hier vorgestellten Test 
ähnlich, doch das Studiendesign von VRANAKIS et al. (2019) bietet mit dem Fokus 
auf chronische Infektionen eine engere Interpretierbarkeit: Auch mit dem Test von 
VRANAKIS et al. (2019) sollte die chronische Form von Q-Fieber identifiziert werden, 
während in der Tiermedizin der Fokus auf der Bestimmung stiller Ausscheider liegt. 
Aus den Ergebnissen dieser Studien kann darauf geschlossen werden, dass Com1 sich 
im humanmedizinischen Bereich eher als serodiagnostische Grundlage für chronische 
Q-Fieber-Erkrankungen anbietet. Inwieweit sich dies auf die veterinärmedizinische 
Diagnostik übertragen lässt und zu welchem Zeitpunkt Com1 als serodiagnostischer 
Marker gewählt werden kann, könnte durch gezielte, terminierte Infektionsversuche 
oder Feldinfektionen mit gesichertem, eindeutigem Infektionszeitpunkt überprüft 
werden. Zu den in der vorliegenden Studie verwendeten Seren liegen solche Daten 
nicht vor. 
Beim Vergleich der statistischen Parameter des hier entwickelten rekombinanten 
Com1-ELISA mit den unterschiedlichen kommerziellen ELISAs ist zu beachten, dass 
letztere oft einen intermediären Bereich für fragwürdige Ergebnisse berücksichtigen, 
in welchem Werte nicht mit ausreichender Sicherheit den positiven oder negativen 
Ergebnissen zugerechnet werden können. Dieser Bereich wurde für den hier 
entwickelten rekombinanten Com1-ELISA zur direkten Auswertung der Eignung von 
Com1 als Basis für neue Diagnostika, sowie zum besseren Vergleich mit anderen 
Studien bewusst außen vorgelassen. Würde ein solcher Bereich für Ziegenseren 
zwischen OD450-Werten von > 0,20 bis < 0,30 einbezogen, stiegen Sensitivität und 
Spezifität auf 92 % bzw. 89 %. Bei Schafsseren würde ein Bereich für fragwürdige 
Ergebnisse zwischen OD450-Werten von > 0,21 und < 0,50 zu einer Sensitivität und 
Spezifität von jeweils 89 % führen. Bei Rinderseren steigert ein solches Intervall 
zwischen OD450-Werten von > 0,14 und < 0,23 sowohl die Sensitivität als auch die 
Spezifität auf jeweils 91 %. Damit liegen die statistischen Parameter des entwickelten 
Tests teilweise über den in vorherigen Studien gefundenen Werten für kommerzielle 
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ELISAs (PAUL et al. 2013, HOGERWERF et al. 2014). Dennoch sollte das Intervall für 
fragwürdige Ergebnisse nach weiteren Versuchen optimiert und angepasst werden, 
um möglichst wenige Seren aus der Analyse ausschließen zu müssen. 
Die diagnostische Leistung des Testes wurde zusätzlich durch eine Unterscheidung 
zwischen positiven, also im kommerziellen ELISA Q-Fieber-positiven, und bestätigt 
Q-Fieber-positiven Seren ermittelt. Bestätigt positive Seren wurden definiert als aus 
einer Herde gewonnene Seren, in der Tiere Q-Fieber-assoziierte klinische Symptome 
aufwiesen sowie der Nachweis von C. burnetii-spezifischer Desoxyribonukleinsäure 
(DNA) gelang oder C. burnetii in der Herde isoliert werden konnte und ein positives 
serologisches Ergebnis in einem kommerziellen ELISA für das Serum vorlag. Die 
Unterscheidung zwischen im kommerziellen ELISA positiven und bestätigt positiven 
Seren wurde nötig, da bisher kein international anerkannter, einheitlicher 
Goldstandard zur serologischen Diagnosestellung einer Coxielleninfektion existiert 
(VAN DEN BROM et al. 2015, PAUL et al. 2013, ROUSSET et al. 2007). Damit kann nur 
nach der Kombination von serologisch positivem Ergebnis und direktem Erreger- bzw. 
dem Genomnachweis verbunden mit deutlicher klinischer Symptomatik eine sichere 
Diagnose gestellt werden. Dies erfüllten 62 Schaf-, 11 Ziegen- und 43 Rinderseren. Im 
rekombinanten Com1-ELISA wurden unter Berücksichtigung der jeweils 
speziesspezifisch festgelegten Cut-off-Werte von allen 116 bestätigt positiven 
Q-Fieber-Seren 96 positiv gegen Com1 eingestuft. Dieser Anteil ergibt eine 
Gesamtsensitivität von 82,76 %. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Spezies 
waren marginal (σ = 0,0081). Für Schafe ergab sich auf der Basis der bestätigt positiven 
Seren eine Sensitivität von 82,26 %, für Ziegen eine Empfindlichkeit von 81,82 % und 
für Rinder eine Trefferquote von 83,72 %. Die überwiegende Mehrheit der bestätigt 
positiven Tiere (insgesamt rund 83 %) reagierte mit dem rekombinanten Com1-Protein 
wie erwartet positiv, was auf dessen gute Möglichkeit zur diagnostischen 
Verwendung hinweist. Bisherige Studien konnten die immunogenen Eigenschaften 
von Com1 bereits für experimentell mit C. burnetii infizierten Mäusen und erst kürzlich 
für humane Patientenseren zeigen (XIONG et al. 2012, SEKEYOVA et al. 2010, WANG 
et al. 2011, LUKACOVA et al. 1994). Der erste Hinweis der Immunogenität konnte 
mittels Kaninchenseren gefunden werden (HENDRIX et al. 1993). Eine Einteilung in 
negative und bestätigt negative Seren kann aufgrund des fehlenden Goldstandards 
nicht getroffen werden: Zum einen kann nicht vom Fehlen klinischer Symptome, zum 
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anderen kann nicht allein von einem negativen Erregernachweis auf die Freiheit von 
C. burnetii geschlossen werden. Damit kann nur die Sensitivität, welche sich aus den 
bestätigt positiven Serenproben ergibt, abgeschätzt werden. 
Parallel zu den in der Q-Fieber-Diagnostik eingesetzten kommerziell erhältlichen 
ELISAs, wurde ein phasenspezifischer ELISA genutzt, der beim Abschätzen der 
Erkrankungsphase unterstützen kann. Nach der Infektion werden bei akuter 
Erkrankung zunächst Anti-Phase-II-Immunglobuline (Ig) der IgM-, später der IgG-
Klassen gebildet; im chronischen Verlauf dominieren Anti-Phase-I-Antikörper der 
IgG- und IgA-Klassen (MAURIN und RAOULT 1999, WAAG et al. 1995, ANDERSON 
et al. 2013). Teilweise können Mischformen auftreten. In der vorliegenden Studie 
wurden 252 Seren mit dem phasenspezifischen ELISA getestet (96 Schafseren (davon 
69 positiv im rekombinanten Com1-ELISA), 46 Ziegenseren (36), 110 Rinderseren (59)). 
Davon wiesen 53 ovine (45), 15 caprine (14) und 40 bovine (28) Seren Antikörper der 
Phase II auf. 63 ovine (52), 17 caprine (16) und 57 bovine (43) Seren reagierten positiv 
für Antikörper der Phase I. Rund 50 % der Seren zeigten zugleich positive Ergebnisse 
für Anti-Phase-I- sowie Anti-Phase-II-Antikörper. Antikörper gegen Com1 waren in 
vorherigen Studien bereits in der frühen Phase der Infektion vor allem bei Mäusen 
nachweisbar (DERINGER et al. 2011, XIONG et al. 2012). Die Ergebnisse der aktuellen 
Studie lassen darauf schließen, dass die Phasenspezifität für die einzelnen Tierarten 
unterschiedlich stark ausgeprägt ist und die Qualität des Tests zwischen den Spezies 
differiert. Als Tendenz ist abzulesen, dass es insgesamt mehr übereinstimmende 
positive Ergebnisse bei dem Phase-I-Antikörper-Test und dem rekombinanten 
Com1-ELISA gab, als dies mit positiven Resultaten der frühen Infektionsphase und 
dem rekombinanten Com1-ELISA der Fall war. Damit gibt es Hinweise, dass Com1 
eher in einer späteren Phase der Erkrankung als Diagnostikum dienen sollte. Jedoch 
müssen zur Unterstützung dieser These weitere, größer angelegte Versuche 
durchgeführt werden. Hinzu kommt, dass der phasenspezifische ELISA noch nicht in 
der amtlichen Methodensammlung des Friedrich-Loeffler-Instituts (FLI. 2020) 
aufgelistet ist und somit keine offiziell gültigen Werte liefert. 
Während bisher für kommerzielle ELISAs Vollzelllysate verwendet werden, die eine 
breite Palette von Antigenen bieten, basiert der hier entwickelte rekombinante ELISA 
auf einem einzigen, gut definierten Antigen. Dahingegen bergen Antigene von 
Vollzelllysaten das Risiko einer Kreuzreaktivität zu verwandten Erregern wie 
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Chlamydia spp. oder Legionella spp. (MUSSO und RAOULT 1997, EDOUARD et al. 
2017). Insbesondere wenn die klinischen Symptome der betroffenen Tiere, denen einer 
Q-Fieber-Infektion ähneln, können dadurch Fehldiagnosen entstehen (CAVIRANI et 
al. 2001). Namentlich die Kreuzreaktivität gegen Chlamydia spp. wurde bereits früher 
mit Immunoblot-Techniken beschrieben (LUKACOVA et al. 1999). Die Verwendung 
einzelner immunogener Proteine im ELISA könnte das Risiko von Kreuzreaktionen 
verringern. Aus den vorliegenden Daten kann abgelesen werden, dass der 
rekombinante Com1-ELISA dahingehend eine hohe Stabilität aufweist: Die 
Gesamtheit der Seren jener Tiere, welche nachweislich mit Chlamydien infiziert waren, 
reagierte mit ähnlicher Sensitivität und Spezifität wie die der Seren von Tieren, welche 
als nicht infiziert galt. Vier Schafsseren wurden als Chlamydia spp. positiv bestätigt 
vom Nationalen Referenzlabor für Chlamydiose übernommen. Keines davon wurde 
mit dem rekombinanten Com1-ELISA falsch positiv auf C. burnetii getestet. Von 19 
Seren, welche von Chlamydia spp.-infizierten Rindern stammten, wurden zehn als 
richtig negativ und drei als richtig positiv mit rekombinantem Com1-ELISA getestet. 
Zu bedenken gilt, dass sich Außenmembranproteine ubiquitär finden lassen. Bislang 
wurde jedoch nur ein Com1-ähnliches Protein gefunden, welches Legionella 
pneumophila exprimiert (JAMESON-LEE et al. 2011). Die Ergebnisse einer früheren 
Studie deuten jedoch darauf hin, dass Kreuzreaktionen selbst hier nur in geringem 
Umfang auftreten (XIONG et al. 2012). In jener Studie reagierte keine der zehn 
getesteten humanen Q-Fieber-negativen und Legionellose-positiven Serumproben in 
dem verwendeten Com1-basierten Microarray. Bis jetzt ist es nicht möglich 
abzuschätzen, ob dies zu einer Kreuzreaktivität bei einem ELISA, welcher auf einem 
rekombinanten Com1-Protein basiert, führen könnte, da L. pneumophila kein typischer 
Erreger für Wiederkäuer ist, sondern vielmehr ein Humanpathogen. 
Die Notwendigkeit, die frühe Phase einer C. burnetii-Infektion bei Wiederkäuern zu 
erkennen, sowie die Identifizierung bisher serologisch negativer Ausscheider ist 
notwendig für jegliche Kontrollprogramme und ein wichtiges Ziel für die Entwicklung 
neuer serodiagnostischer Testsysteme. Um die Leistungsfähigkeit des Tests zu 
erhöhen und Kreuzreaktionen zu vermeiden, ist eine Kombination mit anderen 
rekombinanten immunogenen Proteinen eine vielversprechende Option. Der 
vorliegenden Literatur zufolge wären das Chaperon GroEL und das 
Außenmembranprotein OmpH sehr geeignete Kandidaten (XIONG et al. 2012, VIGIL 
- Diskussion - 
- 52 - 
 
et al. 2010). Ihr kombiniertes Gesamtpotenzial als Basis für die Serodiagnostik ist 
aussichtsreich und sollte in weiteren Studien untersucht werden. 
Die Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass Com1 für die Entwicklung 
sensitiverer und spezifischerer diagnostischer Teste dienen kann, um Q-Fieber-
Epidemien einzudämmen. 
- Zusammenfassung - 




Evaluierung des diagnostischen Potenzials des rekombinanten Coxiella burnetii-Com1 
Proteins für den serologischen Nachweis von Q-Fieber bei Schafen, Ziegen und 
Rindern 
Institut für Tierhygiene und Öffentliches Veterinärwesen der Veterinärmedizinischen 
Fakultät der Universität Leipzig 
Eingereicht im März 2021 
56 Seiten, 2 Abbildungen, 188 Literaturangaben, 1 Publikation 
Schlüsselwörter: Q-Fieber, Coxiella burnetii, Com1, ELISA, Diagnostik, Serologie 
Einleitung 
Coxiella burnetii (C. burnetii) ist der Erreger des Q-Fiebers, einer zoonotischen 
Erkrankung, welche insbesondere kleine und große Wiederkäuer betrifft. Während 
Tiere meist asymptomatisch erkranken, kann die Erkrankung beim Menschen von 
akuten grippeähnlichen Symptomen bis hin zur chronischen Organschädigung führen. 
Die Diagnostik von Q-Fieber im veterinärmedizinischen Bereich wird durch 
unspezifische Symptome sowie diagnostische Lücken erschwert: Einerseits ist die 
direkte Diagnostik aufgrund langer Anzuchtzeiten der Bakterien häufig unpraktikabel. 
Andererseits weisen die Leistungen der Serodiagnostika in Untersuchungen teilweise 
inakzeptable Spezifitäten und Sensitivitäten auf. 
Ziel der Untersuchungen 
Ziel war es, das Potential des rekombinant hergestellten C. burnetii Außenmembran-
proteins Com1 als diagnostischen Marker zu bestimmen und darauf aufbauend einen 
indirekten Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) zu entwickeln, welcher die 
Grundlage für neue, praxistaugliche und verbesserte Serodiagnostika bieten kann. 
Material und Methoden 
Hierfür wurde die kodierende Sequenz für Com1 von C. burnetii Nine Mile Phase II 
RSA 439 unter Ausschluss der Signalsequenz mittels Polymerase-Kettenreaktion 
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amplifiziert. Das Amplifikat com1 wurde in ein Expressionsplasmid kloniert und 
anschließend mittels Transformation in Escherichia coli (E. coli) als Com1 exprimiert. 
Das Expressionsprodukt wurde nach der Aufreinigung über Nickel-NTA 
(Nitrilotriessigsäure) mittels SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese), Coomassie-Blau-Färbung und Western Blot überprüft. Die 96-
Well-Mikrotiterplatten wurden mit 1 µg/Well des rekombinanten Proteins beschichtet 
und 404 Seren von Schafen (111), Ziegen (100) und Rindern (193) auf ihre Reaktion im 
rekombinanten Com1-ELISA analysiert. Die Seren stammten sowohl aus definierten 
Ausbrüchen als auch aus Q-Fieber-freien Beständen, geimpften Herden und von 
Tieren mit fraglichem Infektionshintergrund. Daneben wurden die Seren mit 
kommerziellen ELISAs getestet und daraufhin in positive und negative Seren 
eingeteilt. Die OD450-Werte (optische Dichte bei 450 nm) der Seren aus dem 
rekombinanten Com1-ELISAs wurden in Pivot-Tabellen angeordnet und anschließend 
in einer ROC-Kurve (receiver operating characteristic) dargestellt, wodurch das 
Integral als Area under the curve (AUC) berechnet und hinsichtlich der Diskrimination 
zwischen positiven und negativen Ergebnissen ausgewertet wurde. Nach Festlegung 
von tierart-spezifischen Cut-off-Werten wurden Sensitivität und Falsch-Positiv-Rate 
bestimmt. 
Ergebnisse 
Die ermittelten tierart-spezifischen OD450-Cut-off-Werte betrugen für Schafe 0,32, für 
Ziegen 0,23 und für Rinder 0,18. Als Spezifität bzw. Sensitivität ergaben sich für Schafe 
85 % bzw. 68 %, für Ziegen 94 % bzw. 77 % und für Rinder 71 % bzw. 70 %. Die 
Diskrimination wurde bei Schafen als „exzellent“, bei Ziegen als „herausragend“ und 
bei Rindern als „akzeptabel“ eingeschätzt.  
Schlussfolgerungen 
Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass das Coxiella-Außenmembranprotein Com1 
als Basis für die Entwicklung neuer, sensitiverer und spezifischerer (Schnell)-
Diagnostika dienen kann, um weitere Q-Fieber-Epidemien einzudämmen und damit 
das Risiko einer C. burnetii-Infektion für Mensch und Tier zu minimieren. 
- Summary - 
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Introduction 
Coxiella burnetii (C. burnetii) is the causative agent of Q fever, a zoonotic disease with 
small and large ruminants as the target hosts. While an infection in ruminants is often 
symptomless, the disease in humans can lead from acute flu-like symptoms to chronic 
organ damage. In addition to the non-specific symptoms in the veterinary field, for 
which reason it is difficult to directly conclude on a Q fever outbreak, the detection of 
infections with C. burnetii is in need of improvement. On the one hand, direct diagnosis 
is often impracticable due to long cultivation periods of the bacteria. On the other hand, 
the performance of serodiagnostics shows partially unacceptable specificities and 
sensitivities. 
Objectives 
The aim of the study was to determine the potential of the recombinantly produced C. 
burnetii outer membrane protein Com1 as a diagnostic marker and, subsequently, to 
develop an indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), which can provide 
the basis for the development of new and improved serodiagnostics. 
Material and methods 
For this purpose, primers for com1 were designed in silico and the open reading frame 
(ORF) was amplified by polymerase chain reaction (PCR) using phenol-chloroform-
isolated DNA (deoxyribonucleic acid) from C. burnetii Nine Mile Phase II RSA 439 
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without signal sequence. After control by gel electrophoresis, the amplified product 
was cloned into the two-stage gateway system (Invitrogen) and transformed into 
Escherichia coli (E. coli) TOP10. The expression vector was cloned into E. coli BL21(DE3) 
and Com1 was expressed. The protein was analyzed after native purification via 
Nickel-NTA (nitrilotriacetic acid) by SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis), Coomassie blue staining and Western blot and 
subsequently concentrated. Microtiter plates were coated with the recombinant 
protein and 404 sera from sheep (111), goats (100) and cattle (193) were tested for their 
reaction in the recombinant Com1-ELISA. The sera were derived from 36 different 
flocks, both from defined outbreaks and from Q fever-free flocks, vaccinated herds and 
from animals with questionable infection background. In addition, the sera were tested 
with commercial ELISAs and could thus be divided into positive and negative sera. 
The OD450 values (optical density at 450 nm) of the sera from the recombinant Com1 
ELISAs were arranged in pivot tables and then plotted on a ROC curve (receiver 
operating characteristic), allowing the integral to be calculated as the area under the 
curve (AUC) and evaluated regarding the discrimination between positive and 
negative results. After establishing animal species-specific cut-off values, sensitivity 
and false positive rate were determined. 
Results 
The animal species-specific OD450 cut-off values determined were 0.32 for sheep, 0.23 
for goats and 0.181 for cattle. Specificity and sensitivity were 85 % and 68 % for sheep, 
94 % and 77 % for goats and 71 % and 70 % for cattle. Discrimination was assessed as 
"excellent" in sheep, "outstanding" in goats and "acceptable" in cattle. 
Conclusions 
The results of this study suggest that the Coxiella outer membrane protein Com1, 
together with other immunogenic marker proteins, may serve as a basis for the 
development of new more sensitive and specific diagnostic tools to contain further Q 
fever epidemics and thus minimize the risk of C. burnetii infection for humans and 
animals. Com1 could also lay the foundation for direct rapid diagnostics.
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